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- Gebrauch

Reagenz zur Bestimmung des Blutgruppenantigens D auf menschlichen Erythrozyten

Allgemeine Informationen

Pelikloon anti-D mix (IgG/IgM) monoclonal Reagenz zur Blutgruppenbestimmung (die Kennnummern der Klone sind auf dem
entsprechenden Zertifikat des Analyse-/Freigabedokuments aufgefiihrt) wird aus Kulturiberstédnden stabiler Hybridomzelllinien gewonnen,
wie von Koéhler und Milstein erstmals beschrieben (Nature 1975). Diese monoklonale Reagenz enthalt menschliche IgG/IgM-Antikdrper
und wurde als zuverldssige Alternative zu polyklonalen Reagenzien ausgew&hlt und entwickelt. Diese Reagenz erfillt die Anforderungen
der geltenden Standards und Richtlinien. Die Leistungskennzeichen sind in den Freigabedokumenten aufgefiihrt, die auf Wunsch mit dem
Produkt mitgeliefert werden. Der Test verwendet die Agglutinationstechnik, die auf der Reaktion zwischen Antigen und Antikdrper
beruht. Die Reagenz eignet sich flr Testverfahren im Zentrifugenréhrchen oder auf Mikrotiterplatten. Diese Reagenz weist alle normalen
D-Antigene und die meisten schwachen D-Antigene nach. Die D-Variante, Kategorie VI, kann nur im Zentrifugenréhrchenverfahren nach
Zugabe von polyspezifischem Anti-Humanserum nachgewiesen werden Jede Testreihe der Blutgruppenbestimmungen sollte positive und
negative Kontrollen enthalten.

VorsichtsmaBnahmen

Nur zum Gebrauch fir die in vitro Diagnostik. Reagenzien sollten bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Undichte oder beschadigte Flaschchen
durfen nicht verwendet werden. Reagenzien (sei es ungedffnet oder gedffnet) sollten nur bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten
Verfallsdatum verwendet werden. Als Konservierungsmittel wird 0,1% NaNs (w/v) verwendet. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Reagenz infektiose Erreger enthélt. Bei der Verwendung und Entsorgung der Behélter und deren Inhalt sind entsprechende
VorsichtsmaRnahmen zu beachten. Triibung kénnte ein Zeichen fir mikrobielle Kontamination sein. Um den Zustand der Reagenz zu
beurteilen, wird empfohlen, die Reagenz im Rahmen der RoutinemalRnahmen zur Gewahrleistung der Qualitat der Labortests mit
geeigneten Kontrollen zu testen. Nach Abschluss des Tests sollte der Abfall entsprechend den értlichen Regelungen entsorgt werden.

Entnahme und Vorbereitung der Proben

Blutproben aseptisch und mit oder ohne Zugabe von Antikoagulantien abnehmen. Werden die Blutproben nicht sofort getestet, sollten sie
bis zur Durchflhrung des Tests bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Wie die Proben vorbereitet werden mussen, ist in den jeweiligen Testverfahren beschrieben.

Testverfahren
Zentrifugenréhrchenverfahren
Erforderliche Zentrifugenréhrchen: Glasréhrchen mit U-férmigem Boden der GréBe 75 x 10/12 mm.

1.  Von den zu testenden Erythrozyten eine 3-5%ige Suspension in isotoner Kochsalzlésung oder im eigenen Plasma oder Serum
herstellen.
2. In jeweils ein Testrohrchen folgende Reagenzien geben:
- 1 Tropfen Pelikloon Reagenz
- 1 Tropfen der 3-5%igen Zellsuspension
Grindlich mischen.
3. 20 Sekunden bei 1000 rcf oder je nach Kalibrierung der Zentrifuge zentrifugieren.
4. Die Zellen durch vorsichtiges Schitteln resuspendieren und makroskopisch auf Agglutination untersuchen.

Ist keine Agglutination sichtbar, ist folgenderweise vorzugehen:

5.  Gut mischen und die Réhrchen bei 37 °C in einem Wasserbad fir 15-20 Minuten inkubieren.

6. Die Zellen einmal mit einem Uberschuss an isotoner Kochsalzlésung waschen. Uberstand vollstiandig abgieRen (ein einziger
Waschschritt ist ausreichend; im Gegensatz zu anderen Ublichen Tests ist ein drei- bis viermaliges Waschen nicht mit Nachteilen
verbunden).

7. 2 Tropfen polyspezifisches Anti-Humanserum zugeben und gut mischen.

8. 20 Sekunden bei 1000 rcf oder je nach Kalibrierung der Zentrifuge zentrifugieren.

9. Die Zellen durch vorsichtiges Schutteln resuspendieren und makroskopisch auf Agglutination untersuchen.

10. Ist keine sichtbare Agglutination vorhanden, 1 Tropfen Coombs Kontrollzellen zugeben und die Schritte 8 und 9 wiederholen; die

Reaktion sollte nun positiv sein. Bleibt der Test negativ, ist das Ergebnis ungultig und der Test muss wiederholt werden.



Mikrotiterplattenverfahren
Erforderliche Mikrotiterplatten: Mikrotiterplatten aus Polystyren mit U-férmigem Boden.

1. Von jeder zu testenden Blutprobe eine 2-3%ige Suspension der Erythrozyten in isotoner Kochsalzlésung oder im eigenen Plasma
oder Serum herstellen.

2. Injeweils eine Vertiefung folgende Reagenzien geben:

- 1 Tropfen Pelikloon Reagenz

- 1 Tropfen der 2-3%igen Zellsuspension

Den Inhalt 5 Sekunden lang mit Hilfe eines Rotationsschiittlers bei 600-700 rpm griindlich mischen.

10-15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25 °C) ohne Schutteln inkubieren.

10-20 Sekunden bei 700 rcf oder je nach Kalibrierung der Zentrifuge zentrifugieren.

Die Mikrotiterplatte nochmals 1-4 Minuten lang auf dem Rotationsschuittler bei 600-700 rpm schitteln, oder so lange, bis die Zellen

in der Vertiefung mit der Negativkontrolle vollstédndig resuspendiert sind.

7. Die Mikrotiterplatte 1 Minute stehen lassen, damit sich kleinere Agglutinate absetzen kénnen.

8. Die Reaktionen kénnen nun entweder makroskopisch oder mit einem automatischen Analysegerét ausgewertet werden.
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Auswertung

Eine positive Reaktion (d.h. eine Agglutination) zeigt das Vorhandensein des Rh D-Antigens an. Eine positive Reaktion, die bei
Anwendung anderer Techniken entweder schwach oder negativ ist, zeigt das Vorhandensein eines schwachen oder partiellen D-Antigens
an und es werden weitere Untersuchungen empfohlen, um den Rh-D-Status zu klaren. Eine negative Reaktion (d.h. keine sichtbare
Agglutination) zeigt das Nichtvorhandensein des Rh D-Antigens an.

Auftreten Kaukasier Schwarze
D-Antigen 85% 92%

Einschrankungen

Unerwartet positive Ergebnisse durch: Pseudoagglutination, Autoagglutination, Vermischung der Felder, gemeinsame Verwendung von
Wharton-Sulze und Nabelschnurzellen.

Unerwartet negative oder schwache Ergebnisse durch: Schwache Antigene, Vermischung der Felder, verringerte Aktivitat der Reagenz.
Zellen mit Antigenvarianten kdnnen unerwartete positive oder negative Reaktionen bei Proben aufweisen, die zuvor mit Reagenzien zur
Blutgruppenbestimmung typisiert wurden, die aus polyklonalen oder von anderen Zelllinien abgeleiteten monoklonalen Quellen stammen.
Falsch positive bzw. falsch negative Ergebnisse kénnen die Folge einer Verunreinigung von Testmaterialien oder einer etwaigen
Abweichung von der empfohlenen Technik sein.

Erythrozyten, die im direkten Antiglobulintest (DAT) ein positives Ergebnis liefern, kénnen zu falsch positiven Testergebnissen fihren.
Zum Nachweis solcher ungtiltigen Testergebnisse wird die Verwendung der Pelikloon Kontrolle Monoklonal empfohlen.

Ungentigendes Waschen der Erythrozyten kann zu falsch negativen Ergebnissen flihren, was auf eine Neutralisation des polyspezifischen
Anti-Humanserums durch Proteine (IgG) zuriickzufiihren ist, die sich noch im Roéhrchen befinden.

Die Pelikloon monoklonalen Reagenzien zur Blutgruppenbestimmung wurden fir die in dieser Packungsbeilage empfohlenen Techniken
optimiert. Sofern nicht anders angegeben, muss die Eignung des Produktes fiir andere Techniken vom Benutzer selbst ermittelt werden.
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Sanquin garantiert, dass die Funktionsweise seiner Produkte der Beschreibung in der Originalgebrauchsanweisung des Herstellers
entspricht. Die strikte Einhaltung der Verfahren und Testanordnungen sowie die Verwendung der empfohlenen Reagenzien und
Gerétschaften ist unerldsslich. Falls der Anwender von diesen MalBgaben abweicht, lehnt Sanquin jegliche Verantwortung ab.



